EP000201 41 6 thttp://www.qetthepatent.com/Login.dog/$andreski/@ 1 2480000068US%20DJD/Fetch/EP000201 41 6.cpc?toolbaf=bottompnum=EP00020 VPage 1 of 1 9 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europten des brevets 




Num6ro de publication : 0 201 41 6 B1 



FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



@ Date de pubilcation du fascicule du brevet: 
10.04.91 Bulletin 91/15 



@ NumSro de d^pOt: 86400944.4 



(g) int ci.^ C12N 15/43, C12N 15/33, 
A61K 39/29 



Date de d^pdt: 29.04.86 



(g) Particules ayant les proprldtds immunogdnes de i'antigdne HBs et portent un site antigdnique 
Stranger aux Epitopes portds par I'antigdne HBs, vecteurs et cellules animaies pour la production de 
telies particules et compositions contenant de telles particules pour la production de vaccina mlxtes. 



@ Priority : 02.05.85 FR 8506708 



@ Date de publication de la dennande : 
12.11.86 Bulletin 86/46 



@ Mention de la d^livrance du brevet : 
10.04.91 Bulletin 91/15 



@ Etats contractants d^ign^s : 

AT BE CH DE FR GB IT U LU NL SE 



@ Documents clt^ : 
EP-A- 0 119 342 
EP-A- 0 180 490 
FR-A- 2 532 850 
FR-A- 2 550 203 
US-A- 4 415 491 



TItuIaire : INST1TUT PASTEUR 
25/28, rue du Docteur Roux 
F-75015 Paris (FR) 



m 



M 



OL 
LU 



Inventeur : Delpeyroux, Francis 
89, rue Blomet 
F.75015 Paris (FR) 
inventeur : Chenclner, Nicole 
11, qual Bourbon 
F-75004 Paris (FR) 
Inventeur : Um, Annick 
4, ruedu Castel 
F-94000 Cretell (FR) 
Inventeur : Malpiece, Yves 
320, rue St Fuscten 
F-80000 Amiens (FR) 
inventeur : Streeck, Rolf 
17bis avenue Foch 
F-75016 Paris (FR) 



@ Mandataire : Gutmann, Ernest et al 

S.C. Ernest Gutmann - Yves Plasseraud 67, 
boulevard Haussmann 
F-75008 Paris (FR) 



II est rappel6 que : Dans un d^lal de neuf mols d compter de la date de publication de la mention de la 
d6livrance du brevet europ6en touts personne peut faire opposition au brevet europ6en d6llvr§, auprfes 
de rOfflce europSen des brevets. L'opposition doit §lre f6rm6e par 6crit et motiv6e. Elle n'est r6put6e 
fam&e qu'apr&s palement de la taxe d'opposltion (Art 99(1) Conventton sur le brevet europ^en). 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP000201416fhttp://wvvw.qetthepatent.a)m/Login.dog/$andreskl/@12480000Q68U 19 




EP 0 201 416 B1 



Description 

L'Inventlon conceme des particules polypeptldiques le plus souvent senslblement sph6rlques, au moins 
en ce qui conceme la plupart d'entre elles, ces particules ayant les propri6t6s immunog6niques et immunolo- 
6 giques caract6ristiques de I'antigfene de surface (souvent disign6 par I'abr6viation HBsAg ou encore plus sim- 
plement HBs) du vims de Th^lpatite vlrale 8 et portant en outre au moins une sequence peptidique 6trang6rB 
au polypeptide nomialement cod6 par ie gfene S du virus de I'h6patite B. Uinvention conceme 6galement des 
ADNs recombinants et des Iign6es celiulaires eucaryotes ; de pr6f6rence d'origine animale, capables d'excr6- 
ter dans leur milieu de culture des particules polypeptldiques du genre sus-lndiqu6. <^ 
10 On rappeliera tout d'abord que le s6rum des porteurs chroniques du virus de I*h6patite B (HBV) contfent 
des enveloppes virales vides sous fomnes de particules ou filaments de 22 nm de diamfetre et parfbis des virions 
complete infectieux, particules sph^riques de 42 nm. 

Les enveloppes vides. une fois purifi6es d partlr de s6rum de porteurs chroniques du virus, sont utiiis6es 
pour la fabrication de vaccins centre I'h6patlte B. On salt quMI est maintenant 6galement possible d'obtenir des 
16 particules de 22 nm en grande quantity, par d'autres procSdSs. Les manipulations gSn^tiques du g§ne codant 
pour la prot6ine majeure des particules (G6ne S) ont penmis leur production dans des lign^es celiulaires en 
culture (M.F. DUBOIS et al., (1980), Proc. Natl. Acad. Scl. USA. 77, 4549-4553), dans des levures (P. VALEN- 
2UELA et al.. (1982). Nature. 298, 347-350) ou par rinterm6diaire de virus recombinants (G.L. SI^ITH et ai. 
(1983), Nature, 302. 490-495). Une m6thodologie pour produire ces particules comprend la transfbrmation de 
20 cellules eucaryotes par un vecteurappropri§. contenantle gdne S sous la d6pendance d'un promoteur efficace, 
la culture des cellules transform6es et la r6cup6ration des particules produites, soit d partir des cellules pr6a- 
lablement Iys6es, soit ^ partir du milieu de culture, lorsque les particules y ont 6t§ excr6t6es par les lignSes 
celiulaires utl!is6es (notamment dans le cas de I'utilisation de cellules de singe, par exemple du type VERO). 
Le polypeptide majeur cod6 par le ghne S, entrant dans la constitution de ces particules. est constitu6 de 
25 226 acides amines et poss^e un polds mol6culaire de 25.400 daltons. II a 6t6 montr6 6galement que dans le 
polypeptide constituHf. certalnes particules naturelles pouvalent 6galement Stre constitutes d'un polypeptide 
de poids moltculaire plus 6lev6. de Tordre de 34,000 daltons, contenant la sequence polypeptldique du susdit 
polypeptide majeur, ayant la m6me extr§mit6 C-tenminale que le polypeptide majeur et en outre une sequence 
suppl6mentaire de 55 acides amines en position N-temninale (STIBBE X et GERLICH W.H., (1 983). J. Virology, 
30 46. 626-628) codde par la region pr6-S du g6nome de I'htpatite B. Cetle sequence suppl6mentaire en position 
N-temrtinale n'estapparemment pas tr6s stable dans les particules naturelles, et ne semble done pas jouer un 
rSle important dans la constitution et la cohesion des particules d'HBs. Celles-ci, on le sait, sont constitutes 
en aggnSgats organists, peu sensibles aux prottases, et Impliquant une centaine desdits polypeptides majeurs 
et d'autres constituents, plus particulitrement llpldlques. Un proctdt permettant i'obtention de compositions 
35 contenant une proportion notable, pouvant atteindre 35% du total des polypeptides formts, de particules plus 
stables contenant ladite stquence suppltmentaire a rtcemment 6t6 dtcrit (MICHEL. M.L et aL. (1 984), Proc. 
Nati. Acad. Scl. USA, 81^, 7708-771 2). II met en oeuvre des llgntes celiulaires eucaryotes. plus particuiitrement 
de cellules humaines ou animaies en culture, transfomites au prtalable par des vecteurs. contenant une 
sequence d'ADN codant pour les rtgions S et prt-S du gtnome du virus de I'litpatite virale B. placte d Tinttrieur 
40 de ce vecteur. sous le contrfile direct d'un promoteur exogtne dont est connue la capacitt de permettre I'ini- 
tiation efficace de la transcription des gtnes directementsous son contr6Ie dans les cellules eucaryotes. notam- 
ment humaines ou animaies. auxquelles lesdits vecteurs sont destints. On se reportera par exemple d I'artlcle 
de GAUBERT et CoL, (1979), Nature, vol. 281, p. 646-650, pour ce qui estde ladite sequence d'ADN. 

Lorsque les llgntes celiulaires utilistes sont originalres du singe, II est avantageux d'avoir recours d un 
45 promoteur Issu du virus SV40, dont est connue la capacitt de penmettre I'lnibation efficace de la transcription 
de gtnes adjacents dans des cellules de singe. Avantageusement, ce promoteur correspond au promoteur 
"prtcoce" 'du virus SV40. lequel contrdle nonmalement I'expression de I'antigtne "petit T Csmall T antigen") 
et tgalement de I'antigtne "grand T" ("large T antigen"). 

La variabDItt naturelle de Textirtmitt N-tenninale des polypeptides de Tenveloppe du virus de Thtpatite B i 
60 a dtj^ donnt d penser que des fragments de prottines distincts de la susdite sequence suppltmentaire pou- 
valent lui dtre substituts et fusionnts avec le sus-dit polypeptide majeur. C'est ce qu'ont rtaiist VALENZUELA 
et al., qui ont obtenu dans des levures transtonmtes des particules fomfites d partir de prottines hybrides ^ 
consistanl essentiellement en le susdit polypeptide majeur modlfit t son extrtmitt N-terminale par un poly- 
peptide suppltmentaire comportant une centaine d'acides amints issus de la glycoprottlne D du virus de I*Her- 
55 p6s. P. VALENZUELA et al. rapportent que ces particules transfomites ttaient capables tfinduire des antlcorps 
centre d la fois le virus de I'htpatite B et ie virus de I'Herpts (P. VALENZUELA et al (1 982), Nature, 298, 347-350 
et P. VALENZUELA (1984) "In Proceedings of the Twelwth International Conference on Yeast Genetics and 
Molecular Biology" (Travaux de la douzitme Conference Internationale sur ia Gtnttique des levures et de la 
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biologie mol6culaire), Edimbourg, (1984). 16). 

La pr6sente invention a pour but de foumfr des particufes polypeptidiques. ayant les propri^t^s Immuno- 
g^nes de base de I'antigdne HBs et contenant en outre au molns une autre sequence peptidique, da pr6f6rence 
^element imnriunog^ne, en d'autres termes des particufes polypeptidiques susceptibles d'dtre utills^es pour 

5 la constitution de vacdns mixtes, ayant une stability optimum, Tautre sequence peptidique devant dtre pr^sente 
ctiaque fols que le polypeptide majeur, lul-mgme ou de pr6firence la glycoprotSlne majeure elle-mdme de Tanti- 
g^ne HBs, se trouve 6tre synthdtisd, et ce sans que soit sensiblement affect^e ('architecture particulaire carac- 
t6ristlque des antig^nes d'enveloppe du virus de Ch^pattte B. 

Elle a encore pour but i'obtention de particules de ce type qui peuvent, le cas ^ch^ant, contenir en outre 

10 la sequence supplSmentaIre nonnalement cod^e par la region pr6-S du genome du virus de I'hdpatite B. d I'^tat 
intact, 6tant cependant entendu que celle-d pourrait aussi 3tre modlfiSe, par exemple selon les modality envi- 
sag^es par VALENZUELA et al. Mais la preservation du caract^e intact de iadite sequence suppl^mentaire 
reside dans I'immunog^nlcitd accrue qui peut en rdsulter pour les polypeptides modifies conformes d I'inven- 
tion. 

IS Les particules selon Tinventlon qui contiennent une proportion suffisante des sequences d'aminoacldes 
caract^ristiques du polypeptide majeur de Pantig^ne HBs, pour conserver d ces particules ia structure carac- 
t6r1stlque de I'antig^ne HBs, sont caractdris^s par i'incorporation d ce polypeptide majeur d'au moins une 
sequence d'amlnoacldes dtrangdre d ce polypeptide majeur, de preference eiles-mdmes porteuses d'un site 
ImmunogSne, d i'lnt6rleur mSme de ce polypeptide majeur. notamment en Tune de ses regions iiydrophiiies nor- 

20 malement exposees d la surface exterieure desdites particules ou, en varlante, par la substitution de un ou 
plusieurs aminocides appartenant e ces regions tiydrophiies par Iadite sequence etrangere d'amlnoacldes. 

En particulier ia sequence etrangdre d'aminoacides est inserable dans I'une des regions s'etendant entre 
les acldes amines 32 e 74 ou entre les acides amines 1 10 d 1 56 du polypeptide majeur dont des formules gene- 
rales ont ete presentees dans Tarticie de P. TIOLLAIS et ai. (1981) SCIENCE, vol. 213, pp. 406-411, formules 

25 qui sont rappeiees ci-apres : 



A 

^ 1 Met etu Asn He Thr &er Clf Phe Uu CIr Pro Leu Ltu ¥•! Leu CIn AU «It Th* The 

21 Le« Leu Thr Ar^ tie Leu Thr ll« Pro CIn Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr S«r Leu Ann 

. 5er Prp Thr 

*l Phe Leu Cly CIr Thr Thr Vel Cri Lew CIr CIn Am Ser CIn Ser Pro Thr Ser |Ain Hti 

« Thr Thr II, ' 

L 1 

bl Serl Pro Thr Ser tyi Pro Pro Thr Cri Pro CIr lyr Arj Trp hct Cyi Leu Ar^ Ars Phe 

Thr 



*^ Me Me Phc Leu Phc Me Leu Leu Leu Crt Leu He Phe Lew Leu Val Leu Leu Asp Tyr 

Thr Pro- 
10! CIn CIr het Lew Pro V»l Cri Pro Leu Me Pro CIr Ser Ser Thr Thr Ser Thr CIr Pro 

Ser Ser 
Irt Thr Pro Asn Phe 

121 trs Ar9 Thr Cri Wet Thr Thr Al« CIn CIr Thr Ser Net Trr Pro Ser Cyi Crs C»r Thr 
45 Are Thr Pro Me Trr 

1^1 Lr» Pro Scr Asp CIr [Asn Crt Thr| Crt Me Pro Mc Pro Ser Ser Trp Ale Phe C»r If* 

CIr 

Irr VjI 
1(1 Phe Leu Irp Civ Trp Alt Ser Ale kr% Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu Vjl Pro Phc Vel 

SO AU 

. Thr AU 

181 CIn Trp Phe Vel CIr Leu Ser Pro Thr Vel Trp Leu Ser Vtl Mc Trp rtei hci Trp Trr 

Mc r«l 
Vel lie 

201 Trp CIr Pro Ser Leu Trr Ser Mc Leu Scr Pro Phc Leu Pro Leu Lev Pro iU Phe Phc 

55 Leu 

221 Crt lev Trp Tel Tyr I le 

AU 
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II est rappeI6 que la fonmule du peptide majeur est sujette d variations. En particuHer les differences au 
niveau des acides amines constltutlfs observes par VALENZUELA etal. (1980) "Aninwl Virus Genetics" (G6n6- 
Uque des virus d'anlmaux), B. FIELDS. R. JAENISCH, C.F. FOX, Ed : Academic Press, New York, p. 57, appa- 
ralssent aurdessus des llgnes princlpales de ladite fonmuie. cedes observ6es par Paseic et al, Nature (London), 

5 282, 575 (1979), apparaissent au-dessous desdiles lignes principales. 

L'invention concerne done plus particull6rement des compositions utOes pour la fabrication de vaccine qui 
contiennent des particules polypeptidlques senslblement sph^riques (ou qui est fbnm^e par ces particules), au 
moins en ce qui conceme la plupartd'entre elles (sinon toutes), qui ont les propri6t6s Immunog^nlques et immu- 
nologiques caract6ristiques de I'antig^ne HBsAg, qui ont des tallies de 18 a 25 nm, notamment de 20 d 22 nm, 

10 et des densit6s pemriettant leur isolement dans une zone de density de 1,20-1,22 g/ml dans un gradient de 
density k base de CsCI, et un niveau de punstd totaie pour ce qui est de I'absence de toute partlcule de Dane 
et d'antlg^ne HBe, y Indus HBc, ces particules 6tant plus partlculi^rement caract^s^es par la presence des- 
dites sequences dtrangdres dans les conditions sus-lndiqu6es. 

La taille des sequences 6trang6res susceptibles d'etre ins6r6es d Tint^rieur du polypeptide majeur, tel qu'll 

15 vient d'etre ddfini* peut 6tre modifi^e dans de grandes proportions. II est possible d'introduire des sequences 
d'amlnoacldes pouvant comporter par exemple jusqu'd 100 aminoacldes, voire davantage. II est cependant 
avantageux que la sequence peptidlque dtrangdre ait une tallie ne d^passant pas 16 aminoacldes, notamment 
de 5 d 16, par exemple de 6 d 13, surtout dans le cas oO elle est Ins^r^e dans le polypeptide majeur, sans 
suppression d'un nombre sensiblement Equivalent des aminoacldes que celui-ci pouvait comprendre aupara- 

20 vant En effet, Tinvention penmet le r^sultat remarquable que constitue la posslbliltE de produire dans ceux des 
systdmes cellulaires qui le pemtettent, rexcr^tlon des particules modifi^es conformes d l'invention par les cel- 
lules concern6es, iorsque celles-ci ont 6t6 transform6es au pr6alable par un vecteur approprid contenant une 
sequence d'ADN cedent pour le polypeptide modifi6 conforme d rinventlon. 

L'invention conceme naturellement 6galement les ADNs recombinants codant pour lesdits polypeptides 

25 modlflte entrant dans la composition des particules sus-indlqu6es. A cet ^ard, ces ADNs recombinants, et 
de prdfdrence des vecteurs les contenant, qui contiennent une sequence d'ADN codant pour la region S et, le 
cas 6ch6ant, pr§-S du g6nome du virus de I'h6patite virale B, sont caract6rls6s en ce que ladite sequence 
d'ADN est localement modlfi6e par au moins une sequence nucl6otIdique codant pour la susdite sequence 
6trang6re, en une au moins de celles des zones de la region S correspondantaux regions hydrophiles du poly- 

30 peptide majeur susdit, et en ce que la region S et. le cas EchSant, la region pr^, sont d i'int^rieur de I'ADN 
recombinant, placS sous le oontrdle direct d'un promoteur exog^ne dont est connue la capacity de penmettre 
rinitiatlon efficace de la transcription des g6nes directement sous son contr6le dans les cellules eucaryotes, 
notamment humaines ou animales, ou encore aux levures auxquelles lesdits vecteurs sont destines. 

Le promoteur exogdne mis en oeuvre est distinct ou stranger vis-d-vis du promoteur "endogSne", norma- 
ls lament associS aux g^nes S et pr§-S dans le genome du virus de rhSpatite B. Lorsque ces cellules sont ori- 
ginaires du singe, II est avantageux d'avoir recours d I'un des promoteurs Issus du virus SV40, qui ont 6t6 
rappelEs plus haut. 

L'invention ne se limlte cependant pas k I'utillsation de ce promoteur particuller, bien que celul-ci donne 
des rSsultats partlcuii^rement favorables, eu dgard d la production par les cellules b3nsfomi6es de polypep- 

40 tides hybrides confbnues d Tinvention, caract^ristiques de Pantlg^ne HBs et d'un r^pteur de la pHSA, et ^ 
leur excrdtlon dans le milieu de culture utllls6. On peut 6galement avoir recours par exemple au promoteur tardif 
de SV40 (qui contrfile I'expression des prot6lnes VP1 , VP2 et VP3). On peut se reporter d la carte de restriction 
du virus SV40 (J. TOOZE. Ed. DNA Tumor Viruses, Cold Spring Hartjor Laboratory, Cold Spring Hari)or, N.Y., 
1 980, chaps. 2-5), pour apprdcfer les positions relatives de ces promoteurs et des g^nes codant pour les dif- 

45 fgrents antig^nes qui leur sont associ^s 

II va de sol que Ton peut substltuer aux promoteurs de SV40 tout autre type de promoteur connu comme 
poss6dant ou dont pourralt 6tre d^couverte la capacity de promouvoir la transcription dans les lign^es cellu- 
laires mises en oeuvre desdites sequences codant pour les susdites regions S et, le cas 6ch6ant, pr^S, d^ 
lors qu'elies seraient plac6es sous leur contrfile, avec pour rtoultat i'incorporation de ces sequences avec ce 

60 promoteur dans le genome des cellules rSceptrices et/ou la capacity conf^^e aux cellules r^eptnces ainsl 
b"ansfonm6es de synth6tiser et d'excr6ter des quantlt^s substantlelles du polypeptide hybride selon l'invention, 
la capacity ainsi acquise Stent ensuite transmissible aux generations successives issues de ces cellules. 

Les dites lignSes transfonD^es seront dites "stables' lorsque le caractSre acquis par les lignSes cellulaires 
selon l'invention de synthStiser les susdits polypeptides se transmet d'une generation de cellules t I'autre, sur 

55 au moins 10 generations. 

A titre d'autres promoteurs susceptibles d'etre utilises, on mentionnera par exemple le promoteur precoce 
du polyome ou des promoteurs LTR de differents retrovims ou encore le promoteur EA de radenovtms, ainsi 
que de promoteurs efficaces de genes d'origlne cellulaire. 
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Comme II est blen connu, les promoteurs pr6lev6s sur les g6nomes des virus dont Os sont originaires sont 
de pr^f^rence accompagn^ des "sequences" activatrices qui normaiement les prudent (par rapport au sens 
de la transcription des sequences g^nlques normaiement plac^es sous leur contr6le). A titre d'exemple de 
sequences activatrices, on peut se r6f§rer d I'artlcle de Science, 1983. vol. 219. pages 626 k 631, et Nature, 

5 1982, vol. 295, pages 568 k 572. 

Avantageusement. la'susdite sequence d'ADN codant pour les susdites regions pr6-S et S est plac6e, 
immddiatement derri^re un fragment d*ADN constitu6 par le promoteur et la sequence activatrice permettant 
la transcription normale de la sequence pr6-S ou S. Le susdit fragment comprend notamment de 300 d 400 
paires de bases selon le type de promoteur et de sequences activatrices utllls6es. 

10 LMnvention concerne encore les llg n^es cellulaires transfonm6es par des vecteurs tels qu'lls ont it6 d6finis 
d-dessus et qui sont aptes k excr6ter dans leur milieu de culture les partlcules fmmunogdnes Sgalement ddfi- 
nies ci-dessus. 

Des lignSes pr6f6rtes selon I'inventlon sont formes de cellules de manrvnif^res. notamment de cellules 
CHO ou VERO 

IS L'lnvention conceme encore un proc6d6 de production de telles Ilgn6es cellulaires susceptibles d'fitre 
malntenues en culture, ce proc6d6 comportant la transfomiatlon de oes lignSes avec un vecteur tel que d6flni 
cl-dessus et risolement de celles des cultures qui expriment les s^uences codant pour la protdine hybride de 
I'inventlon. Des caract^ristiques suppt^mentaires de I'inventlon apparaltront encore au cours de la description 
qui suit d'exempies de constructions qui illustrent le princIpe de base de I'inventlon. 11 sera dans ce qui suit fait 
20 r^f^rence au dessin dans lequel : 

" la figure 1 reprSsente la structure schdmatique du plasmide PLAS utilise dans les constructions selon 
I'inventlon, 

- la figure 2 reprSsente la structure sch6matlque du plasmide pPAP d6riv6 du pLAS et comportant en plus 
de ce dernier un fragment d'ADN synth^tique codant pour une sequence d'onze animo-acides de la pro- 

25 t6ine VP1 du poliovlrus type I (souche Mahoney). 

- Construction des plasmldes transfect6s : 

Le plasmide pLAS - Ce plasmide comprend (figure 1) : 
30 - la partie codante du gkne S (P. Charnay et al. 1979) avec son site naturel de polyad6nylatlon (fragment 
StuI (43) Bglll (1984)) dont le site BamHI (1400) est supprim6 par r6paration par Penzyme de Wenow ; 

- ce g^ne sans promoteur est mis sous la dependence du promoteur pr6coce du virus SV40 (fragment du 
virus SV40 compris entre le site Pvuli (250) - et le site Hindlll (5164) ; 

- le grand fragment BamHI (375)-Sall (650) du pML2 (Lusky, M. and Botchan, M. 1981). 

35 Le fragment du g^ne S a 6t6 Iigatur6, au niveau de son extr6mlt6 Bgill k rextr6mit6 BamHI du plasmide 
pML2 (les extr6mlt6s Bglll et BamHI 6tant mutuellement compatibles). Le fragment de g§ne S a par centre 6t6 
modifl6 au niveau de son extr6mit6 StuI par une sequence de liaison nuddotldique (linker) obtenue par 
synthase chlmlque et contenant un site Hind III, pour r^aliser une ligation avec I'extr6mit6 Hind III, du fragment 
de virus SV40 contenant le promoteur susdit Enfin, Pextr6mit6 Sail du fragment Issu du plasmide pML2 avait 

40 6t6 r6par6e avant sa ligation avec rextr6mit6 Pvull (exlr6mit6 franche) du fragment de virus SV40. 

Les plasmldes pLASi. pLASn . 

Ces deux plasmldes sont d6riv6s du plasmide pLAS d6crit ci-dessus par introduction au site unique BamHI 
45 (488) d'un ou deux fragments BamH 1 , d'ADN de 24 pafres de bases d6riv6s du pSKS104 (Shapiro et al. 1 983). 
Ce fragment de 24 nucleotides codant pour 8 acMes amines dont Tinsertton dans le g^ne S ne modifie pas la 
phase de lecture, porte un site de coupure pour les enzymes de restriction PstI, et deux sites pour les enzymes 
Hind II (Sail, AccI). 

so EXEMPLE I. 

Qbtention des l|gn6es cellulaires de souris produlsant la prot6ine HBs apr6s transfectlon puis s6lecUon des 
clones producteurs. 

55 Des cellules LMTK" (clone 1 D ; cellules de souris d6riv6es du clone L929 ddficientes en thymidine kinase, 
poussant dans le milieu Eagle modifi6 par Dulbecco (milieu DMEM), supplements par 10% de s6rum de veail 
etde glutamine4mM) ont§t6cotransfect6es (techniques de Graham et Van derEb. 1973. modIfi6es parWigler 
et al, 1979) par de I'ADN d'un des trois vecteurs (pLAS, pLAS,. pLAS,,) et par TADN du plasmide pW portant 
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le gfene de raminoglycosIde-3'-phosphotransf6rase APH3' r6slstant d la n6omycine (CoIb6re-Garapln et al. 

1981). Les cellules transfect^es exprimant Tenzyme APH3' sont s6lectionn6es en presence de 400 microgram- 

mes/mlllllftre d'amfnoglycoslde G418 (Colbdre-Garapin et al. 1981). Les clones Issue de cette selection sont 

alors testes pour la production de la prot6lne HBs. Ainsi 5.1 0^ cellules LMTK- ont 6t6 cotransfecl6es par 10 
s mlcrogrammes d'ADN du premier plasmlde et par 2 microgrammes d'ADN du plasmide pW. Quatre joure apr6s 

la transfectlon, le milieu G418 s^lectif 6talt appliqud. 

Les clones vlables apparaissant sont Isolds, mis en culture et testes quant d leur capacity de production 

de I'antigdne HBs dans le milieu. 

La presence d'HBsAg est d6tect§e d Talde des tests radloimmunologlques AUSRIA II (Abbott Laborato- 
10 ties). Parmi les clones cellulalres donnant une r6ponse positive, trois clones (LAS, UVSI, LASil) correspondant ' 

aux plasmldes pLAS, pLASI, pLASII sont s6lectlonn6s pour dtre caract6ris6s. 

Caract^rlsation des particules d6tect6es dans le milieu des clones cellulalres. 

15 Les clones amen6s k confluence, le milieu nutritif des cellules est chang6 et mis k accumuler pendant 48 
heures. Le sumageant est ensuite clarifl6 d 2000 rpm et centrifuge pour s6dlmenter les particules (Smith et al. 
1983). Le culot est repris dans du tampon, d6pos6 sur un gradient de CsQ. centrifug6. collects et les fractions 
sont testes en R.I.A. (Morlarty et al. 1981). L'actlvit6 HBsAg des prot6lnes modifi6es et non modifi^es se 
retrouve concenhr6e en un seu! pic compris entre les densit6s 1,18 et 1,24 g/cm^, density simllaire aux parti- 

20 cules purifi^es du sdrum (Pillot et al. 1 984). Un allquote est alors d6pos6 sur un gradient de sucrose (Morlarty 
et al. 1 981). Apr^ collecte des fractions, ractlvitd HBsAg sddimente en un seul pic de coefficient de sedimen- 
tation apparemment identlque entre les trois types de polypeptides. 

Caract6rlsation des sequences du g6ne S Int6gr6es dans le fl6nome d es clones cellulalres LAS, LASI, 
25 L^siL 



L'ADN cellulaire des clones LAS, LASI, LASII est pr6par6 par la m6thode de Gross-Bellard et al. (1973) 
et dlg6r6 par les enzymes de restriction Hindlll et Pstl. Apr6s 6lectrophor6se sur gel d'agarose, les ADN sont 
transf6r6s sur une feuille de nitrocellulose (Southem 1975) qui est hybridee avec une sonde radioactive fabri- 
30 quee d partir d'un fragment d'ADN contenant le gene S selon la methode de translation de coupure (RIgby et 
al. 1977). 

Apres autoradlographie des r6pliques sur nitrocellulose, on met en evidence qu'un ou plusieurs genes ont 
ete Integres dans les trois clones. De plus, un site Pstl existe unlquement au niveau du g6ne S modifie des 
clones cellulalres LASI et LASII. Ce site Pstl n'exlste pas dans la sequence naturelle du gene S utilise (P. Char- 
35 nay et al. 1979) mate bien dans les fragments d'ADN etrangers Inseres dans les plasmldes pLASI et pLASII 
utilises. 

Immunoprecipltatton par un serum anti-HBsAg des proteines excretees par les clones LAS, LASI et LASII. 

40 Les clones cellulalres e confluence sont marques avec de la methionine ps] pendant 48 heures et les 
surnageants immunopredpltes par des antlcorps de lapin antl-HBsAg (Behring) puis par de la proteine A 
sepharose (Phanmacia) en presence de NP40 0,5%, Apres lavage, les immunopreclpites sont deposes sur un 
gel de polyacrytamlde 1 5% d'apres la technique decrlte par Laemmll (1970) en presence de marqueurs de poids 
moieculalres (Phanmacia). Les gels traftes et seches sont alors exposes en autoradlographie. 

45 Deux bandes majeures apparaissant pour cheque sumageant. Leur poids moieculaire est respectlvement 
de 23000 et 27000 pour le clone LAS, 24750 et 28500 pour le clone LASI, 26000 et 29000 pour le clone LASII. 

Le plasmlde pLAS se reveie efficace pour promouvolr rexpresslon d'HBsAg dans les cellules L De plus, 
le plasmlde pLASI porte des sites de restriction suppiementaires dans la region codante du gene S, ce qui peut 
feclllter rintroductlon de sequences nouvelles. 

so Le fait de pouvoir detecter en R.I.A. des structures semblables aux particules rfHBsAg dans les surna- 
geants cellulalres nous pemiet de dire que les structures Induites par les plasmides pLASI et pLASII conser- 
vent, au moins, une antlgenlcite partiellement simllaire e celle des particules de s6rum humaln. L'lnsertlon des 
8 ou 1 6 acides amines utiltees n'empeche pas I'excretion des proteines d'HBsAg modifiees du cytoplasme vers 
le milieu exterieur des cellules L. Le choix du site BamHI pour effectuer des Insertions dans le gene S se reveie 

55 judlcieux. En effet, II correspond au debut de la region hydrophlle majeure de la proteine (P. Tiollals et coll. 
1981) etrespecte le fait que les sequences hydrophobes doivent etre au contact de la membrane llpidlque des 
particules. Le domalne Intennembranalre d'H BsAg responsable de la structure des particules de 22 nm ne subit 
vralsemblablement que des transitions conformationnelles mineures. 
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Les analyses sur gradient da chioaire de cesium et de suaose des sumageants des clones cellulalres ne 
pemnettent pas, dans les llmltes expdrlmentales employees, de mettre en Evidence des drffdrences entre les 
structures modifi^es et nan modlfi^es. 

~ L'analyse des ADN cellulalres montre que les g&nes S Int6gr6s portent toujours les modifications appor- 
5 tSes sur les plasmides utilises. 

- Les prot6ines mise^ en 6vldence aprfes immunopr6clpitatlon nrrantrent des differences de poids mol6cu- 
laires attendues. Cependant, ie poids mol^culaine mesur^ des protdines modifi6es paraTt sup^rleur au 
polds moltoJiaire r6el (Ie poids mol^culaire d'un fragment de 8aa est en effet de 957). D'autre part les 
modifications penmettent toujours la glycosylation partielle de la protSine HBsAg. Les deux bandes appa- 
10 raissant en gel de polyacrylamide sont caract6rlstlques d'un polypeptide glycosy!6 et non glycosyl6. Le 
r6sidu le plus susceptible d'etre glycosyl6, I'Asparagine 146 (Machida et coll. 1983) intervlent dans la 
sequence partidpant au determinant antfgenique majeur a (Pillot et coll. 1984). La conformation de cette 
partie de la protilne doit done dtre relativement similaire dans les proteines modifides ou natives. 

IS EXEMPLE II 

Production de particules portent rantig6ne de surface de rh^patite B modlfi6es par rinsertion de sequences 
de la toxine diphterique. 

20 L'ADN du plasmlde pTD134 contenant le g^ne de la toxine dipht6rique (M. Kaczorek et coll., 1983) est 
coupe par I'enzyme Haelll, traite par la nuclease BAL31 puis Itgue, en presence de T4 DNA llgase avec des 
adaptateurs BamHl. Apres coupure avec Penzyme BamHI, les fragments sont mis e llguer avec I'ADN du plas- 
mlde pSKSIOS (Shapiro et coll., 1983) coupe par la mdme enzyme. Get ADN est alors utilise pour transformer 
une souche d'E. coli. Les colonies sont transferees et lysees sur des feullles de nitrocellulose. Ces dernieres 

25 sont mises d hybrlder avec une sonde radioactive fabriquee par translation de coupure k partir d'un fragment 
purifie sur gel d'acrylamide apres digestion du plasmlde pTD134 par Tendonuciease Haelll (fragment Haelll 
597-Haelil 748). Les plasmides des colonies hybridant avec cette sonde ont ete partiellement sequences grdce 
d la methode de Maxam et Gilbert (Maxam et coll.. 1 980). Un d'entre eux, contenant {'insertion d*un fragment 
BamHI-BamHI codant pour les acldes amines 201-231 du gene de la toxine dlphterique (Kaczorek etcoll., 1983) 

30 a ete seiectlonne. Ce fragment a ensuite ete reintrodult dans le site BamHI du plasmlde pLAS. 

Le nouveau plasmlde pTAS a ete purifie et transfecte dans des cellules L de souhs. Apres selection des 
clones ceiiulafres resistant au G418. selon la methode decrite au premier paragraphe de i'exemple I, la pre- 
sence d'HBsAg est testee dans les sumageants. Sur 20 dones examines, aucun n'est positif. 

Les cellules de 10 clones sont trypsinees. lavees 2 fois au P.B.S. et lysees par 3 cycles de cong61atlon- 

35 decongeiation dans 250 de Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM. Le lysat est darifie d 2000 rpm et teste. Tous 
les lysats des clones contenaient de I'HBsAg. 

Un done a ete lyse dans les mdmes conditions. Des aliquotes ont ete deposes sur des gradients de chlo- 
rure de cesium ou de sucrose en paralieie avec des particules d'HBsAg puriftees e partir de serum humain 
(I.P.P.) et un lysat de clone transfecte par le plasmlde pLAS produlsant des particules non modifl6es. Aucune 

40 difference n*a pu etre detectee entre les particules du serum humain et les signaux d*HBsAg des lysats etudies. 
Cela tendralt k prouver que, mSme non excret6es, les proteines modlfiees sont, apres lyse des cellules, dans 
une conformation reiativement similaire e celles des particules "natureiles". Linsertion au niveau du site BamHI 
(aa112-113) de THBsAg de 32 acides amines codant pour une partie de la toxine dlphterique ne permet plus 
Fexcretion de la proteine lorsqu*elIe est traduite dans des cellules L Cest ce que montrent les experiences 

45 avec le plasmide pTAS. Cependant, le fait de retrouver la proteine modifi6e sous fonme de particules non excre- 
tees penmet de penser qu*n est possible de modifier I'HBsAg et de I'exprlmer dans un systeme non excreteur 
(la levure par exempie). La persistance de structures particulalres confere une grande stablllte e la proteine, 
ce qui faciiite sa purification. 

so EXEMPLE 111 . 

Production de particules portant I'antigene de surface de I'hepafa'te B modlfiees par Tinsertion de sequences 
du virus polio. 

55 Les 2 brins d'un fragment d'ADN de 47 paires de bases codant pour 1 1 acides amines de la proteine VPI 
du pollovlrus type I. (acides amines 93 e 1 03) et pour 2 sites reconnus par I'enzyme BamHI ont ete synthetlses 
par vole chimlque grace e un synthetiseur automatique (Applied Blosystem). Les 2 brIns ont ete purifies s6pa- 
rement sur un gel denaturant de polyacrylamide. puis hybrides. Le fragment a ete coupe par I'endonudease 
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BamHI et ins6r6 au site BamHI du plasmlde pLAS. Le nouveau plasmide pPAP (figure 2) a 6t6 s6quenc6 par- 
ttellement (Maxam et Gilbert, 1980). amplifig et Introduit dans des cellules L selon la m6thode pr^cedemment 
d6crite dans le premier paragraphe de Texemple I. Les dones resistant au G41 8 ont §t6 Isolds, leur sumageant 
test6 pour la pr6sence d'HBsAg ; 14 clones sur 20 ont trouv6s positifs. 
5 Pour la purification des particules de 22 nm, les clones cellulaires ont 6t6 mis en culture dans (e DMEM, 

et apr§s hult Jours, les surnageants cellulaires ont M clarifies et 45%. d'une solution de sulfate d'ammonium 
k pH 7.5 ont 6t§ additionn^s. 

Le pr6cipit6 a 6td collecti par centrffugatlon et les granules obtenus ont ^t6 dissous dans 10 mM de Trls 
HCI. pH 7,5. 150 mM de NACI, 1 mM d'EDTA (TNE), et dyalis6s centre le m§me tampon. 
10 Du CsCU 0,3 mg/ml. a 6t6 addltionn6, suivi d'une centrifugation a 4**C pendant 72 heures a 40 krpm dans 
un rotor beckman 60 Ti. 

Des fractions d'1 ml ont 6t6 coilectdes apr^s centrifugation, et I'HBsAg a 6t6 test6 par RIA. 

Les fractions contenant I'HBsAG ont regroup6es et recentrifug^es dans le CsO d 4°C pendant 48 heu- 
res d 47 krpm dans un rotor Beckman 50 Ti. 
15 Des fractions de 0,33 ml ont 6t6 r^colt^es k partir du sumageant et la presence d'HBsAg a 6t6 testae encore 
une fois. 

Les fractions correspondantes au pic d'activit6 HBsAg ont 6t6 regroup6es et dialys6es contra le TNE, et 
I'HBsAg a 6t6 pr6clplt6 par centrifugation pendant 24 heures k 28 krpm dans un rotor SW41, 

Le pr6cipit6 a ^t6 remis en suspension dans 0,5 ml de TNE et plac6 dans un gradient de saccharose lin^aire 
20 10-30% (W/W) dans le TNE avec 0,5 ml de saccharose k 66%. 

Aprds centrifugation pendant 4,5 heures k 35 krpm et 4«C dans un rotor SW41, des fractions de 0,33 ml 
ont 6t6 collect^es k partir du sumageant 

Les fractions correspondant au pic d'activltS HBsAg ont ktk negroup^es et dialys^es centre le TNE. Les 
particules d'enveloppe purlfides ont 6tk analys6es par diectrophordse sur geil SDS-polyacrylamide suivie d'une 
25 coloration k Targent 

La concentration en protSine a kik d6temiin§e par la mSthode BIoRad. 

Les particules purffi6es k partir de milieux de culture de dones cellulaires (PAP, LAS) transfect^es par 
pPAP ou pLAS respectivement ont environ la m§me density dans CsCI. Elles ne diff6rerent pas significative- 
ment des particules HBsAg humaines, selon les essals de sddlmentatton dans la saccharose, mals semblent 
30 poss6der des diamStres plus variables. 

Les polypeptides HBsAg et HBsPojioAg lmmuno-pr6cipit6s par un antl-s6rum anti-HBsAg obtenu k partir 
de particules LAS et PAP respectivement, sont presents sous forme gycosyl6e et non glycosyl6e. 

La diff§rence d'1, 5 kDa entre les poids mol6culaires apparents de I'HBsAg etde rHBsPolloAg oon-espond 
au poids mol^culaire de la sequence Ins^Se. 
35 Les r^sultats d6montrent que I'insertion n'empfiche nl les interactions sp^cifiques entre prot6Ines et lipides 
nScessaires pour I'assemblage des particules d'enveloppe, ni la glycosylation et la s6cr6tion des particules par 
les cellules des milieux de cultures. 

Dans le but d'^tabilr si la sequence de poliovims insinSe est bien exposes k la surface des particules et 
d'examlner si des changements de conformation ont ktk Induits, des etudes de sensibilit6 k la prottose des 
40 particules HBsAg et HBsPolioAg ont kik r6alis6es. 

Des clones cellulaires (LAS, PAP) ont kik mis en culture k confluence, Iav6s deux fois avec du DMEM sans 
methionine et ont kik incub^ pendant deux heures dans le m§me milieu auquel a ktik additlonnd 4 mM de 
glutamine et 1% de sktum de veau. 

L'incubation est prolong6e de 24 heures dans un milieu frals contenant 2.10® cellules et 100 ^CI/ml de ^S- 
45 Met (1 00 Cl/mmole ; Amersham). 

Apr6s 6 heures d'incubation en presence de 30 ^lg/ml de Met non marqu6e, les particules d'enveloppe ont 
kik partiellement purifi^es k partir de sumageant du milieu de culture en le centrtfugeant pendant 24 heures k 
28 krpm et 4*C (rotor SW41), suivi d'une centrifugation k travers un gradient de CsO (1,1-1,6 g/cm3)pendant 
24 heures a 35 krpm et 4*^0. -v 
so Des fractions de 0,5 ml ont kik coliect6es et des fractions du pic ont k\k dialys6es centre le pbs. Des aliquots 
de 100 jil ont 6t6 m6lang6s avec 50 jil de trypsine (300 jig/mi, Worthington) dans du PBS avec ou sans 3% 
de p-mercaptoethanol et incub6es pendant 2 heures k 37«C. Puis addition de 50 jil, d'une solution k 300 ng/ml ^ 
dan? le PBS, d'inhibiteur de la trypsine de soja (Worthington). Le volume a kik augment6 de 400 til avec du 
PBS et additIonn6 de 1% d'albumlne de s6rum de boeuf, 1% de desoxycholate de sodium, 0,1% de SDS, et 
55 rimmuno-pricipltation a 6t6 obtenue apr^s une nult k 4°C en pr6sence d'antis6rum de lapin dirig6 centre les 
particules d'HBsAg humaines (Behring) ^ une dilution d'1 : 100. Puis addition de 50 ^1 de Sepharose-prot6ine 
A remise en suspension dans 1 volume de 25 mM de Trls-HQ pH 7^ , 2,5 mM d'EDTA et 2mM de PMSF 

Aprds une heure d'agltation douce k 4«C, la Sepharose a kik \avke 3 fois avec 10 mM de tris-Ha. pH 7,2, 
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150 mM de NaCI, 1% de triton X-100. 0,1% de SDS. 1% de sodium de desoxycholate et 2 fols avec 125 mM 
deTris-Hcl, pH 6.8. 

Enfin. les prot6lnes ont M Eludes en f^Isant bouillir la s6pharose dans 40 \l\ d*une solution tampon pour 
6lectrophor6se sur gel. 

5 L'6lectn3phor§se sur gel de 15% de poiyaciylamide a 6t6 rSalis^e sefon la m^thode de Laemll. 

Apr6s traftement parfluorographle, le gel a 6t6 s6ch6 et expos6 d un film Kodak XAR-5 d -70°C 
On constate ainsi que les particules d'HBsAg sont tr§s r^slstantes d la frypsine dans des conditions non 
r^uctrices alors que THBsPolioAg est oompl^tement cllv6 ^ un site unique (ou plusleurs sites proches) en pro- 
duisant des polypeptides de poids moI6cuialres apparents de 17.4 et 14.3 kDa. 
10 Les tallies des fragments sont compatibles avec le divage de la sequence ins^r^e. 

En pr6sence d'un agent r6ducteur, I'HBsAg est div6 exclusivement au niveau de rArg-122 (Peterson, D.L), 
en gSn^nt des fragments de 16,6 et 13.2 kDa alors que I'HBsPolioAg est dtv6 en deux fragments de 17,4 et 
13.2 kDa 

Cecl Indlque que le fragment de 1 4,3 kDa obtenu dans des conditions non r6ductrlces d partir d'HBsPolloAg 
IS contlent Arg 122 et est plus long de 10-12 amino-acldes au niveau N-tennlnal que le fragment de 13.2 kDa, et 
confinme que le divage de particules d'HBsPolloAg dans des conditions non r^uctrices s'est produit au niveau 
d'un ou des rSsidus lys de la sequence ins6r6e (figure 2). 

Ces rSsultats dSmontrent que la s^uence peptidique Ins^r^e est facilement acceslble aux proteases, 
c'est-^hdire qu'elle est expos6e d la surface des particules hybrides d'enveloppe. Chez le virus polio du type 
20 1 (Maiioney), la s6quence peptidique conrespondante a une structure moins expos6e qui rend le r6sidu lys inac- 
cessible d la trypsine dans des conditions r§ductrices (Pricks et al). 

Les autres sites de divage potentiels dans les particules hybrides d'HBsPolioAg sont inaccesslbles pour 
la trypsine Indiquant alnsI que ces parties de la molteule d'HBsAg reste dans une organisation trte structur6e. 
Quelques changements oonfonnriationnels toutefols peuvent avoir lieu dans fa region antlg6nlque majeure 
25 HBs. 

Cecl a 6t6 indiqu§ par la reduction (environ 20 fois) de la liaison d'antlcorps antl-HBsAg aux particules 
d'HBsAg d§termin6e par radioimmunologie, en utilisant des particules d'HBsAg comme r§f6rence et d^tenni- 
nation des prot^Ines par coloration d I'argent apr^s SDS-PAGE. 

Des experiences d'lmmunopr6cipitation d'HBsAg et d'HBsPolioAg par diff6rents s6rums indiquent que les 
so deux particules rSagissent avec des anticorps anti-HBsAg, et que les particules d'HBsPolioAg sont sp6cifique- 
ment immunopr6ctpit6es par les anticorps monoclonaux C3 neutralisant le poliovirus, et par deux antis^ms 
diff^rents centre des oligopeptides synth^tlques qui contiennent la sequence Ins6r6e. 

Afin d'dvaluer les proprl^t^s Immunog^nlques des particules hybrides. des souris ont §t6 Immunis^es avec 
HBsAg ou HBsPolIoAg (Tableau 1 ), des ascites ont 6t6 cr66es Intrap6riton6alement au moyen de cellules tumo- 
35 rig6nes ne produisant pas d'anticorps afin d'obtenir un fiuide ascitique immunologiquement similaire au s^rum 
de souris (Anacker et al). 

La vacdnation avec HBsAg conduit k un haut titre en anticorps r^agissant avec des particules humalnes 
d'HBsAg (souris n** 1). 

Toutefols. les souris immunisdes avec THBsPolloAg rdpondent seulement faiblement auxantigdnes HBs 
40 (souris n** 2 et 4, tableau lb). 

Ceci est en accord avec I'observatton du fait que les ddtemiinants antigdniques HBs sont parttellement 
distordus dans les particules hybrkies. 

La sequence ins6r6e de poliovirus VP1 , d'autre part, §tait immunologiquement adive et Induit. chez toutes 
les souris, des anticorps reconnaissant les peptides synth^tiques porteurs de cette sequence (tableau Ic) ainsi 
45 que la prot^ine VP1 enti^re du pol'iviorus type 1 (Western blot). De plus, les antiserums obtenus poss^dent 
une efficadte sp6cifique pour les vims infectieux afnsi que pour ceux denatures par la chaleur comme I'indi- 
quent les experiences d'lmmunoprecipitatlon du tableau Id. Plus encore, tous les antiserums possedent un 
titre signlficatif en anticorps neutralisant les poliovirus (tableau le). 

Des r6sultats pr6liminaires ont montr6 que les particules d'HBsAg sont 6galement immunog6niques chez 
50 les laplns : aprds Injection de deux doses d'HBspolioAg (10*40 \ig chacune) 3 animaux sur 4 possedent des 
anticorps immunopredpltant avec les polk>vlrions infectieux. 

Le potentiel que possedent les particules HBsPoIloAg d'entraTner Tapparition d'anticorps neutralisant 
reconnaissant un epitope rare commun aux poliovirions Infectieux et denatures par la chaleur (Emini et al) mon- 
tre que ractiVite de la liaison aux anticorps et d'Immunogenidte de la sequence aminoacMe correspondante 
55 est exprimee au molns en partle k la surface des particules d'enveloppe HBV. 

Cette courte sequence fornie un pic sur la capside du poliovirus (Hogle et al) et peut par consequent avoir 
une structure autonome. 

Dans les particules d'HBsPolloAg. les sequences avolsinantes de I'HBsAg pounraient en plus maintenir la 
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stabflitS ou la flexibility de la sequence de poliovirus ins6r6. 
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Les 6tudes des propn6t6s immunog^nlques de I'HBsAg et de rHBsPolloAg. conrespondant aux r6sultats 
pr6c6demnient comments du tableau i, ont 6t6 r6alis6es de la manifere sulvante : 

a) Des souris Balb/C de 8 semaines onl 6l6 ImmunisSes avec soit 2 ng d'HBsAg (n** 1). soit 30 d'HBsPo- 
lioAg (n** 2-4), purifl6s comme il Ta 6t6 pr6c6demment d6crit, par Injection intrap6riton6ale en association 

5 avec une 6mulsIon d 50% d'adjuvant complet de Freund. renouvel6e deux semaines plus tard avec de 

I'adjuvant fncompletde F^und. 

Apr^s trois senialnes, des cellules de my^lome de souris sp2/0-Ag14 (Couillin et a!) onl M injectdes, survi ^ 
par une Injection de rappel sans adjuvant. 

La souris n"» 5 a 6t6 trait6e sans antig^ne. Les fluides ascitiques ont 6t6 oollect^s aprte deux semaines et 
10 ont 6t6 analyses suivant les proc^d6s qui suivent. 

b) Les titres en anti-HBsAg ont 6t6 d6tenmin6s par le test radioimmunologique AU5AB (Abott) et sont exprl- 
mds en unites Internationales (I.U.) 

c) La liaison au peptide correspondant aux aminoacldes 93-104 des pollovlrus VP1 a 6t§ d6termln6 par la 
m6thode ELISA (Voller et al). 

IS Les puits ont 6t6 enduits avec ce peptide (0.5 \iq dans le PBS) pendant une nuit. et les sites lnoccup6s 
ont M bloqu6s avec du BSA (1% dans le PBS contenant 0,05% de tween-20). 

Apr6s lavages r6p6t6s avec du Tween-20 0,05% dans le PBS, les fluides ascitiques ont 6t6 addltlonn6s 
^ une dilution de 1 : 80 dans du PBS contenant 1 % de BSA et 0,05% de Tween-20 et ont 6t6 Incub6s pen- 
dant 2 heures d 37*'C. 

20 Les puits ont 6t6 Iav6s, et des anticorps IgG anti-souris de ch^vre (cappell) marqu6s d la peroxydase et 
dilu6s au 1/1000 ont 6t6 additionnSs. 

Aprte lavage, addition d'o-phenyl6nediamlne (Merck: 0,5 ^ig/ml) dans 50 mM de tampon 
citrate/phosphate, pH 5, puis apr6s 10 mn A temp6rature amblante, la r6action est arrdt^e par addition 
d'H2S04 2,5%. 

25 Les s6rums posltifs sont ceux pr6sentant une valeur d'absorption (DO) au mofns trols fois sup6rieure d ceile 
du contrdle (souris n** 5). 

d) Le poliovirus type 1 (Mahoney) a M marqu§ avec 36S-Met et purifi6 par centrlfugation dans un gradient 
de CsCI. 

Les virions d6natur6s par la chaleur ont 6t6 pr6par6s par incubation des virions Infectleux pendant une 
30 heure d 56«C. 

Des allquots de 50 \s\ contenant 15 000 cpm de particuies marqu6s au ^S-Met (Emini et al) en solution 
dans 150 mM de NaCI, 5 mM d'EDTA, 50 mM de tris, pH 7,4, 0,02% de NaNa et 0,05% de Nonid et P40, 
ont 6t6 Incub6s en pr6sence de 50 |il de fluides d'ascites de souris pendant une heure k 37*»C et pendant 
une nuit h A^C, 

35 Les complexes immuns ont 6t6 pr6clpit6s par Staphilococcus aureus (souche Cowan I) (Kessler) et leur 
radioactivity a testae. Les chlffires du tableau Id repr6sentent, en pourcentage, les valeurs de radioac- 
tivity immunoprycipitye. 

e) Le titre en anticorps neutrallsant de chaque s6rum a 6t6 mesur^ par test de reduction sur plaque standard 
avec des cellules Vero, en ajoutant une quantity de cent unites formant plaque (plaque fonning units) de 

40 virus polio type 1 (Mahoney). 

Les dilutions Inverses de scrums (Log 2) donnant 5% de r§ductlon sur plaque ont yty calcuiyes k partir 
des courbes de r6gression des valeurs moyennes obtenues d partir de 3 experiences. 

Les experiences avec le g^ne modifid du plasmide pPAP montrent que les sequences 6trangyres lns6ryes 
dans la prot6ine peuvent se trouver expos6es h la surface des particuies. Si la confomiation Initiale des s6quen- 

45 ces exog6nes est modifi6e, il est ralsonnable de penser que IMnsertlon de structures plus grandes ou la delation 
de certalnes parties de la protyine HBsAg peuvent r6soudre ce probl6me. La recherche d'autres sites d'inser- 
tion est aussi possible. Une insertion de 8 acides amines au niveau du resldu 50 de I'HBsAg (au site Bal I du 
gene S) permet la production de particuies et leur excretion. 

L'Invention permet par consequent la production de vaccins mixtes, = 

50 Si Ton ins6re la sequence de detemiinants anllgeniques etrangers e ceux de I'HBsAg, II devient possible, 
si ces derniers son exposes en surface, de fabriquer des vaccins mixtes centre un autre sous-type du virus 
HBV, centre de determinants du core du virus (HBcAg, HBeAg) (A.M. Princeet al. 1 983. S. Iwarson et AL 1984) * 
centre les determinants antigeniques de virus touchant les memes populations que Thepatite B (SIDA, Herp6s) 
et centre les determinants antig6nlques d'autres virus (T.M. Shinnick et al. 1983). Les hult acides amines Inter- 

55 venant dans le detenmlnant antlg6nique majeur de la proteine VP^ du poliovirus type 3 (D.MA (Evans et al. 
1983) peuvent 6tre Inseres dans la proteins HBsAg par I'Intermediaire d'un fragment d'ADN synttietise par voie 
chimique. 

Ce type de manipulation peut aussI penmetlre Texpression de sequences blologiquement actives ayant un 

12 
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fnt6r§t pharmaceutlque. 

Les particules produltes par les H6padna virus animaux (P.L Marion et al. 1963) peuvent 6tre utilis^es 
dans les mdmes conditions. 

A C8 titre, (Mnventlon conceme toute composition de vaccin oontre I'h^patite vlrale B contenant une dose 
5 efftdace de particules confbrmes h I'invention, notamment de 3 d 6 microgrammes de prot^ine/ml, par exemple 
5 microgrammes de prot6lne/mi (dose unitaire), en association avec un v^hicule pharmaceutlque approprid au 
mode d'administration choisi. notamment par voie parent6rale. 

Les pages qui suivent renvoient d la documentation ant^rieure d laquelle II a M fait r6f6rence dans ce qui 
pr6c6de. 

10 
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Revendications 



1. Particules contenant une proportion suffisante des s6quences d'aminoacides caract6ristiques du poly- 
15 peptide majeur de I'antigfene HBs du virus de I'h6patite virale B, pour conserver d ces particules une confor- 
mation similalre k celle des particules naturelles, caract^ristique des antlgdnes d'enveloppe du virus de 
rh6patite B, caract6ris6es en ce qu'elles comportent k leur surface une s6quence d'acides amines 6trang6re. 
de pr^fgrence porteuse d'un site fmmunogSne. ladite s6quence 6trang6re 6tant incorpor6e k Pinl6rieur m§me 
de ce polypeptide majeur en l*une de ses regions hydrophiles nonnalement expos6es d la surface ext6rieure 

20 desdites particules ou. en varlante. ladite sequence 6trang6re 6tant substitu6e k un ou plusieurs aminoacldes 
appartenant h ces regions hydrophiles. 

2. Particules selon la revendication 1 , caract6ris6es en ce que la sequence 6trang6re d'aminoacides est 
msMe dans la r6gion s*§tendant entre les addes amin6s 32 et 74 du polypeptide majeur. 

3. Particules selon la revendication 1 , caract6ris6es en ce que la sequence 6trang6re d'amlnoacides est 
25 Ins^r^e dans la r6gion s'6tendant entre les acides amines 1 10 et 156 du polypeptide majeur. 

4. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 3, caractdrtsdes en ce que la sequence poly- 
peptidique 6trangdre a une tallle ne d^passant pas 16 aminoacides, notamment une tallle de 5 & 16, ou m§me 
de 6 d 13, aminoacides. 

5. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, caract6ris6es en ce qu'elles contiennent 
30 6galement la sequence polypeptidique codde par la r6gion pr6-S du g6nome du virus de I'h6patlte virale B. 

6. ADN recombinant contenant une s^uence d'ADN codant pour la r6gion S et, !e cas 6ch6ant, pr6-S du 
polypeptide majeur du virus de rh6patite virale B. caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins une s6quence 
nucl6otidlque codant pour une s6quence d'amlnoacides 6trang6re. ladite s6quence nucl6otidique 6tant au 
niveau de I'une au molns de celles des zones de la region S correspondent aux regions hydrophiles du poly- 

35 peptide majeur du virus de I'hdpatite B susdit. et en ce que la r§gion S, et le cas 6ch6ant. la region pr6-S, pr6. 
sentes dans I'ADN recombinant, sont placdes sous le contrfile direct d'un promoteur exogSne dont est connue 
la capacit6 de penmettre initiation efficace de la transcription des g6nes directement sous son contrfile dans 
les cellules eucaryotes. notamment humaines ou animales, ou encore dans les levures auxquelles lesdits vec- 
teurs sont destines. 

40 7. ADN recombinant selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la sequence nucI6otidique codant pour 
la susdite sequence 6trang6re est localls^e dans la region du gdne S qui code pour le polypeptide qui s'6tend 
entre les acides amines 32 et 74 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antigfene HBs. 

8. ADN recombinant selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la sequence nucl6otldique codant pour 
la susdite sequence 6trang6re est localises dans la region du gdne S qui code pour le polypeptide qui s*6tend 

45 entre les acides amin^ 110 et 156 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antigSne HBs. 

9. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 8, carBct6ris6 en ce que la susdite 
s6quence nucl6otidique 6trang6re code pour un polypeptide ne d^passant pas 16 aminoacides et plus parti- 
culidrement de 6 § 13 aminoaddes. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6^9. caract6rls6 en ce que le susdit 
so promoteur exogdne est constitu6 par Tun des promote urs du virus SV40. 

11. Ugnde cellulaire provenant d'un h6te, notamment humain ou animal, ou encore de levure capable de 
reconnatlre le promoteur exogdne de I'ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 d 10 
caract6ris6e en ce qu'elle comporte, lncorpor6 dans le g6nome, un ADN recombinant oonforme k I'une quel- 
conque des revendications 6 k 10. 

55 12. Llgn6e cellulaire selon la revendication 11, caract6ris6e en ce qu'elle est formde de cellules reconnais- 
sant le promoteur du virus SV40. 

13. Proc6d6 de production de particules selon I'une quelconque des revendications 1 k 5, caract6ris6 par 
la transformation d'une Iign6e cellulaire, notamment humaine ou animale, par un ADN recombinant conforme 
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d I'une quelconque des revendications 6 d 10. le promoteur de I'AON recombinant 6tant cholsi en confbrmltd 
avec la nature de Thdte ceiiulaire utilise, en ce que I'on cultive le micro-organisme ainsi transfonnd et en ce 
que Ton recueille les particules produites. 

14. Pnoc§d6 selon la revendication 13, caractdrls6 en ce que la sequence ^trang^re incorpor^e dans le 
5 polypeptide majeur comprend au plus 1 6 anrilnoacldes et en ce que Ton r6cup§re les particules produites excrd- 
t^es dans le milieu de culture du susdit hdte ceiiulaire. 



Anspruche 

10 

1. Teilchen entahltend einen Anteil von charakteristischen Aminosauresequenzen des Hauptpolypeptids 
des HBs-Antlgens des Virus von Virushepatltis B, der dazu ausreicht, eine Konfonmation dieser Teilchen auf- 
rechtzuerhalten, die Shnllch 1st derjenigen der natOrlichen Teilchen und charakteristlsch fOr die Antigene des 
Hauptpoiypeptkfs der Hulle des Virus dadurch gekennzeichnet, daa sie auf Ihrer OberflSche elne fremde Aml- 

15 nosauresequenzaufwelsen, die vorzugswelse einen Immunogenort trSgt, welche Fremdsequenz In das elgent- 
iiche Innere dieses Hauptpolypeptids In einen seiner hydrophilen Berelche, die normalerweise auf der Obiache 
der Teilchen freiliegen, eingefiihrt ist, oder welche Fremdsequenz mit einer oder mehreren Aminosfluren sub- 
stituiert ist, die diesen hydrophilen Bereichen angehdren. 

•2. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die fremde Aminosduresequenz in den 

20 Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des Hauptpolypeptids erstreckt. 

3. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daQ> die fremde Amonos§uresequenz in den 
Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosduren 110 und 156 des Hauptpolypeptids erstreckt. 

4. Teilchen nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daK die fremde Polypeptidse- 
quenz elne Grdde von nicht mehr als 16 Aminosiuren. namentiich eine Gr^ae von 5 bis 16 oder bevorzugter 

25 von 6 bis 1 3 AmInosSuren aufweist. 

5. Teilchen nach einem der AnsprOche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, daft sle zusStzlich die Polypep- 
tidsequenz enthalten. die durch den PrS-S-Bereich des Genoms des Virus der Virushepatltis B codiert ist 

6. Rekombinante DMA enthaltend eine DNA-Sequenz, die fOr den Bereich S und gegebenenf^lls den 
Bereich PrS-S des Hauptpolypeptids des Virus der Virushepatltis B codiert,.dadurch gekennzeichnet, daS sle 

30 mindestens eine Nudeotidsequenz enthait, die fQr eine fremde Aminosauresequenz codiert, welche Nudeotid- 
sequenz im Bereich mindestens einer der Zonen des Bereichs S entsprechend den hydrophilen Bereichen des 
oben angesprochenen Hauptpolypeptids des Virus von Hepatitis B angeordnet ist und daft der Bereich S und 
gegebenenfalls der Bereich PrS-S, die in der rekombinanten DNA vorhanden sind. unter der direkten Kontrdle 
eines exogenen Promoters stehen, von dem bekannt ist, dali er die Fahigkeit besitzt, eine wirksame Inltiierung 

35 der Transcription von Genen direkt unter seinem EInfluR in eukariotlschen Zellen, insbesondere menschlichen 
Oder tierischen Zellen, oder auch In Hefen, fur die die Vektoren bestimmt sind, zu initieren. 

7. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& die fur die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz in dem Bereich des Gens S lokalisiert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den AminosSuren 32 und 74 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 

40 polypeptids erstreckt. 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& die fOr die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz In dem Bereich des Gens S lokalisiert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den AminosSuran llOund 156 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptids erstreckt. 

45 9. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da& die genannte 
fremde Nudeotidsequenz fur ein Polypeptid codiert, welches 16 Amlnosduren und insbesondere 6 bis 13 Ami- 
nosauren nicht ubersteigt 

10. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daa der exogene 
Promoter einer der Promotoren des Vims SV40 Ist. 
50 11. Aus einem namentiich menschlichen oder tierischen Wirtstammende Zellinie oder Hefe, die in der l^ge 
ist, den exogenen Promoter der rekombinanten DNA nach einem der AnsprQche 6 bis lOzu erkennen, dadurch 
gekennzeichnet, da& sie in das Genom inkorporiert elne rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 
lOenthait 

1 2. Zeltinie nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, da& sie aus Zellen gebiidet ist die den Promotor 
55 des Virus SV40 erkennen. 

13. Verfahren zur Herstellung der Teilchen nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
da& man eine insbesondere menschllche oder tierische Zellinie mit einer rekombinanten DNA nach einem der 
AnsprQche 6 bis 1 0 transformiert, wobei der Promotor der rekombinanten DNA in AbhSngigkeit von der Art des 
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verwendeten Zellwlrts ausgewihit wlrd. und man den in dieser Welse transformlerten Mikrooipanismus zOchlet 
und die gebildeten Tellchen gewinnt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzetchnet, da& die in das Hauptpoiypeptid eingefuhrte 
Fremdsequenz h6chstens 16 AmfnosSuren enthalt und man die gebildeten Tellchen gewinnt, welche von dem 
5 genannten Zellwirt In dem Kultumiedlum ausgeschieden worden sind. 



Claims 

10 1. Particles containing a sufficient proportion of the sequences of amino adds characteristic of the major 
polypeptide of the HBs antigen of the viral hepatitis B virus, for these particles to retain a structure similar to 
the structure of the natural particles characteristic of the enveloppe antigens of the hepatitis B virus charac- 
terized in that they comprise at their surface, by the incorporation Into this major polypeptide of a foreign sequ- 
ence of amino acids, preferably itself earner of an immunogenic site, said sequence been incorporated within 

IS this major polypeptide, in one of Its hydrophilic regions nomially exposed at the external surface of the said 
particles, or as an alternative, by the substitution of one or more amino acids forming part of these hydrophilic 
regions by the said foreign sequence of amino adds. 

2. Partldes according Claim 1. characterized In that the foreign sequence of amino acids Is inserted In the 
region extending between amino acids 32 and 74 of the major polypeptide. 

20 3. Partldes according to Claim 1. characterized In that the foreign sequence of amino acids Is Inserted In 
the region extending between the amino acids 110 and 156 of the major polypeptide. 

4. Partldes according to any one of the Claims 1 to 3, characterized In that the foreign polypeptide sequence 
has a size not exceeding 1 6 amino acids, in part icular a size of from 5 to 1 6, or even from 6 to 1 3 amino acids. 

5. Partldes according to any one of Claims 1 to 4, characterized in that they also contain the polypeptide 
25 sequence encoded In the pre-S region of the genome of the hepatitis B virus. 

6. Recombinant DNA containing a DNA sequence coding for the S region, and if appropriate, the pre-S 
region of the genome of the major polypeptide of the hepatitis B virus, characterized in that it comprises at least 
one nucleotide sequence coding for the above-mentioned foreign amino acids sequence said sequence being 
at the level of at least one of those zones of the S region conresponding to the hydrophilic regions of the above- 

30 mentioned major pdypeptide of the hepatitis B virus, and In that the S region and, if appropriate, the pre-S reg- 
ion, present in the recombinant DNA, are placed under the direct control of an exogenous promoter with the 
known capacity for allowing efficient Initiation of the transcription of the genes directly under Its contrd In the 
eucaryotic cells, In particular human or animal cells, or even yeasts, for which the said vectore are intended. 

7. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized In that the nucleotide sequence coding for the 
35 above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene which codes for the pdypeptide 

which extends between the amino acids 32 and 74 of the major polypeptide fonming part of the structure of the 
HBs antigen. 

8. Recombinant DNA according to Claim 6. characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence Is localized in the region of the S gene which codes for the polypeptide 

40 which extends between the amino acids 110 and 156 of the major polypeptide fonming part of the structure of 
the HBs antigen. 

9. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 8, characterized In that the above-mentioned 
foreign nudeotide sequence codes for a polypeptide not exceeding 16 amino adds and more particulariy of 
from 6 to 13 amino acids. 

45 1 0. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 9. characterized in that the above-mentioned 
exogenous promoter is constituted by one of the promoters of the SV40 virus. 

11. Cdl line derived from a host. In particulars human or animal host, or even a yeast capable of recognizing 
the exogenous promoter of the recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 1 0, characterized in 
that a contains, Incorporated In the genome, a recombinant DNA in conformily with any one of the dalms 6 to 

so 10. 

12. Cell line according to Clann 11. characterized In that it is composed of cells recognizing the promoter 
oftheSV40 virus. 

13. Procedure for the production of partldes according to any one of the Claims 1 to 5, characterized by 
the transformation of the cell line, m particular a human or animal cell line, by a recombinant DNA in oonfomilty 

55 with any one of the Claims 6 to 10, the promoter of the recombinant DNA being chosen in conformity with the 
nature of the cell host used, in that the microorganism thus transfonmed Is cultlvaled and in that the partldes 
produced are recovered. 

1 4. Procedure according to Claim 1 3, characterized i n that the foreign sequence Incorporated Into the major 

16 
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polypeptide comprises at most 16 amino acids and in that the excreted particles produced are recovered from 
the culture medium of the above-mentioned ceil host 
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